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Treatment and medicine for the inhibition of the expression of a given gene. 

The invention concerns a treatment according to the genus of claim 1 . It concerns, 
moreover, a medication and the usage of a double stranded oligoribonucleotide. 

Such a treatment is known from the published WO 99/32619. The familiar treatment 
targets the inhibition of the expression of genes in cells of invertebrates. For this it is 
necessary that the double stranded oligoribonucleotide shows an identical sequence with 
a length of at least 50 bases, to that of the target gene. To attain an efficient inhibition a 
length of the identical sequence of 300 to 1000 base pairs are necessary. The cost of 
producing such an oligoribonucleotide is very high. 

The DE 196 21 919 C2 describes an anti-sense-RNA with special secondary structures, 
whereby the anti-sense-RNA is present in the form of a coding vector. With the anti- 
sense-RNA one is dealing with a RNA molecule that is complementary to areas of the 
mRNA. By connecting to these areas the inhibition of the gene expression is brought into 
effect. This inhibition can, in particular, be used for diagnosis and/or therapy of 
sicknesses, e.g. tumor sicknesses or viral infections. The anti-sense-RNA unfortunately 
must be delivered to the cells in large quantities, which are at least as large as the amount 
of mRNA, The effectiveness of the familiar ami -sense-treatment is not particularly high. 

A medication is known from US 5,712,25? that contains incorrectly paired double 
stranded RNA (dsRNA) and biologically active incorrectly paired pieces of dsRNA in the 
form of a ternary complex with a surface active agent. The dsRNA used consists of a 
synthetically produced nucleic acid single strands without a defined vase sequence. The 
single strands are not in regular so-called "Not-Watson-Crick" base pairings with each 
other so that incorrectly paired double strands are formed. The known dsRNA is used for 
the inhibition of the propagation of retroviruses, such as HIV. The propagation of the 
virus can be inhibited if dsRNA feat is not sequence specific is delivered to the cells. This 
leads to an induction of interferon, through which the virus propagation is supposed to be 
inhibited. The inhibiting effect as well as the effectiveness of this treatment is small. 

From Fire, A. et al, NATURE, Vol. 391, pp. 806 it is known that dsRNA, of which one 
strand has sections complementary to a gene of a filament worm that is to be inhibited, is 
highly effective in inhibiting that gene. The view is that, the special effectiveness of the 
dsRNA used in cells of the filament worm is not based ion the anti -sense-principles, but 
instead are possibly the result of the catalytic properties of the dsRNA, or the induced 
enzymes. Nothing is mentioned of the effectiveness of specific dsRNA relating to the 
inhibition of gene expression, especially in mammal and human cells, in this article. 

The task of this invention is to eliminate the disadvantages according to the status of 
technology. It should especially specify a treatment and medication as efficient as 
possible, as well as a procedure as efficient as possible; to produce a medication, with 
which a especially effective inhibition of the expression of a given gene is possible. 
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This problem is solved by the characteristics of the claims 1, 2, 33, 34 and 66 and 67, 
Advantageous designs arise from claims 3 to 32, 35 to 65 and 68 to 100. 

According to the requirement of the procedural side of the invention the area 
complementary to the target gene can have at the most 49 consecutive nucleotide pairs. 

The oiigoribonucleotides the invention is dealing with are such that they at least show a 
defined nucleotide sequence in sections. The defined section can be limited to die 
complementary region. However, it is also possible that the double stranded 
oligoribonucleotide show a defined nucleotide sequence as a whole. 

It has surprisingly been shown, that already with a length of the complementary area of at 
most 49 base pairs can achieve inhibition of the expression of the target gene. ' 
Appropriate oiigoribonucleotides can be supplied with a low manufacturing cost. 

In particular dsRNA with a length of more than 50 nucleotide pairs induce specific 
cellular mechanisms in the human and mammal cells, e.g. the dsRNA dependent protein 
kinase or the 2-5A-system. That leads to the elimination of the interference effect caused 
by dsRNA with one defined sequence. This causes the protein biosynthesis in the cell to 
be blocked. This disadvantage is eliminated by this particular invention. 

Furthermore, the uptake of dsRNA with a short chain length into the cell or the cell 
nucleus is easier as opposed to the long chained dsRNAs. 

If the dsRNA is used as an active ingredient it has proven to be advantageous to pack the 
dsRNA in micelluiar structures, preferably in liposomes. The dsRNA can also be 
enclosed in natural viral capsids, capsids produced in ah enzymatic way, capsids 
produced chemically or structures derived from them. The aforementioned characteristics 
make it possible for the dsDNA to infiltrate the given target cells. 

According to another arrangement characteristic the dsRNA has 10 to 1 000 preferably 1 5 
to 49 base pairs. Te dsRNA can therefore be longer than the complementary region of the 
target gene. The complementary region can be arranged terminally or can be activated in 
the dsRNA. Such a dsRNA or a similarly coded vector can be manufactured synthetically 
or through popular enzymatic techniques. 

The gene to be inhibited is expediently exprimated into eukaryotic cells. The target gene 
can be chosen from the following group: oncogene, cytokine gene, id-protein-gene, 
development gene, prion gene. It can also be exprimated into pathogen organisms, 
preferably piasmodium. It can be part of, preferably human pathogens, virus or viroids. 
The proposed medicine allows the therapy of genetically controlled diseases, such as 
cancer, viral sicknesses or morbus Alzheimer. 



The virus or viroid can also be a animal or plant pathogen vims or viroid. In this case the 
drug pertaining to the invention allows the treatment of animal and plant sicknesses as 
well. 

According to another design characteristic the dsRNA takes on a double stranded form in 
some sections. The complementary section is formed from two separate RNA single 
strands or from a self complementary sections of a, preferably circularly shaped 
topologically closed RNA single strand. 

The ends of the dsRNA can be modified in order to counteract degradation in the cell or 
dissociation in the single strands. Dissociation occurs especially when using low 
concentrations or short chain lengths. For particularly effective inhibition of the 
dissociation the cohesion resulting from the nucleotide pairs in the complementary region 
can be increased through at least one, preferably two, further chemical catenations. The 
dsRNA pertaining to the invention, whose dissociation is lessened, shows a higher 
stability against enzymatic and chemical degradation in the cell as welt as the organism. 

In particular, with the use of the vector pertaining to the inventi on the complementary 
section can be formed of self complementary regions or a RNA hairpin loop. The 
nucleotides are chemically modified in the loop region between the double stranded 
structure in order to protect from degradation. 

The chemical catenation is expediently formed of a covalent or ionic bond, a hydrogen 
bridge bond, hydrophobic interactions, preferably van der Waals or stapling interactions, 
or through meta! ion coordination. It can also be formed according to a very 
advantageous arrangement characteristic on one preferably on both ends of the 
complementary area. 

It has also proved to be advantageous for the chemical catenation to be formed by means 
of one or more bonding groups, where the bonding groups are preferably poly- 
(oxyphosphinicooxy- 1 ,3-propandiol) and/or polyethylenglycol-chains . The chemical 
catenation can also be formed by purinanaloga used by purins in the complementary area. 
It is further of advantage, that the chemical catenation in the complementary section is 
formed by the azabenzol units released into the complementary area. Furthermore, it can 
be formed by the branched nucleotide analoga present instead of nucleotides. 

It has also be shown to be expedient, that for the creation of the chemical catenation at 
least one of the following groups be used: methyl blue, bi-funeuonal groups, preferably 
bis-{2-chlorethyl)-aminc; N-acetyl-N*-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; 
psoralen. Further, the chemical catenation can be formed by thiophosphoryl groups 
placed on the ends of the double stranded section. The chemical catenation is preferably 
created by triple helix bonds on the end of the double strand section. 



The chemical catenation can expediently be induced by ultraviolet light. 



According to another especially advantageous form it is designed so that the dsRNA is 
bound associated or surrounded by at least one viral envelope protein taken from a virus 
or synthetically manufactured. 

The envelope protein can be derived from the polyomavirus. It can contain the envelope 
protein of the virus protein 1 (VP1) and/or the virus protein 2 (VP2) of the polyomavirus. 
The aforementioned characteristics make is considerably easier to introduce the dsRNA 
into the cell. 

Preferably one side is turned towards the inside of the capsids or capsid-like structure 
during the formation of a capsid or capsid-like structure out of the envelope protein. The 
construct formed is especially stable. 

The dsRNA can be complementary to the primary or to the processed RN A- transcript of 
the target gene. The cell can be a cell of a vertebrate or a human cell. 

Futhermore, according to the requirements of the invention a drug with at least one 
oligoribonucleotide with a double strand structure is needed for the inhibition of the 
expression of a given gene, where one strand is at least partially complementary to this 
gene. It has surprisingly been shown that such dsRNA is suitable as a drug for the 
inhibition of the expression of a given gene in human cells. The inhibition already takes 
effect when concentrations of it are used that are at least one order of magnitude smaller 
than those used when using single stranded oligoribonucleotides. The drug associated 
with the invention is highly effective. Few side effects are anticipated. 

According to further requirement of the invention a drug with at least one vector for the 
coding of double stranded oligoribonucleotides (dsRNA) for the inhibition of the 
expression of a given gene is provided for, where one strand of the dsRNA is at least 
partially complementary to this gene. The proposed drug shows boasts the 
aforementioned advantages. Through the usage of a vector manufacturing costs can be 
saved. 

One especially advantageous design is that the complementary area has a maximum of 49 
consecutive nucleotide pairs. It has surprisingly been shown that already with a length of 
the complementary section of a maximum of 49 base pairs a efficient inhibition of the 
expression of the target gene can be achieve. Corresponding oligoribonucleotides can be 
made available at a low production cost. (Note: This paragraph has a line by its side, 
perhaps to draw attention to it) . 

According to farther requirements of the invention the use of double stranded 
oligoribonucleotides is necessary for the production of a drug for the inhibition of the 
expression of a given gene, where one strand of the dsRNA is at least partially 
complementary to this gene. Surprisingly such a dsRNA is suitable for the production of 
a drug for the inhibition of the expression of a given gene. When using dsRNA the 
inhibition takes place with a concentration that is at least one order of magnitude smaller 
than the concentration needed of a single stranded oligoribonucleotide. The procedure 



associated with the invention therefore makes the production of especially effective drugs 
possible. 



According to further requirement of the invention, the use of a vector to code double- 
stranded oligoribonucleotides (dsRNA) for the production of a medicine for the inhibition 
of the expression a given gene is prescribed, where a strand of the dsRNA is at least 
partially complementary to the gene. The use of a vector makes a very effective gene 
therapy possible. 

When considering the advantageous designs of the medicine and its use reference will 
made to the preceding characteristics. 



By means of conventional methods one of the only sequence protocol apparent RNA 
single strands was enzymatically synthesized. 

In addition the RNA single strand complementary to it was synthesized. Subsequently the 
single strand and the single strand complementary to it was combined into dsRNA. The 
dsRNA produced contains a particular DNA sequence onder the control of the 
"immediate early gene" promoter of the cytomegalievirus. 

Experimental Protocol 

A plasmjd vector was constructed, with which the necessary dsRNA could be produced, 
For its construction oligodesoxyribonucleotides were used as primers for a polymerase 
chain reaction (PCR), of which one sequence contained a EcoRI interchange and the T7- 
RNA-polymerase-promoter (5'- GGA ATT CTA ATA! CGA CTC ACT ATA GGG CGA 
TCA GAT CTC TAG AAG - 3'), and the other contained a BamHT-interchange and the 
SP6-RNA-Polymerase-prornoter (5' - GGG ATC CAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA 
TAC CCA TGA TCG CGT AGT CGA TA-3'). Furthermore this primers contain 
identical or complementary areas on their 3 '-ends for the "positive control DNA' of the 
HeLaScribe Nuclear Extract in vitro transcription kit of the firm Promega, that can be 
acquired by purchase, that also serves as a template for the PCR. The length of the DNA 
fragment amplified in this way was 400 base pairs, where 340 base pairs qualified as 
"positive control DNA". After PCR the product was cut with EcoRI and BamHI. The 
vector pUC18 served as a cloning vector for the PCR product obtained. A transformation 
of E. coii XL I -blue took place. Plasmid DNA of a chosen clone, whose sequence was 
reviewed using partial sequencing, was linearized using EcoRI and BamHI and was used 
as a stencil for a in vitro transcription with SP6- and T7-RNA-polmerase (riboprobe in 
vitro Transcription Systems, Firm Promega). 

For hybridizing the following occured: 500 uL of single strands RNA kept in ethanol and 
was precipitated through centrifugation, the dried pellet was taken up in 30 uL PIPES- 
buffer (ph 6.4) in the presence of 80% Formamid, 400 mM NaCl and ImM EDTA, 15 uL 
of the complementary single strands was put together and heated for 10 minutes at 85 
degrees Celsius. Next the rudiments were incubated at 50 degrees Celsius overnight and 



was then cooled to room temperature. To maintain pure dsRNA, the single strand RNAs 
were broken down by single strand specific RNase. For this 300uL Tris, ph 7 4 300mM 
NaCl and 5mM EDTA 1,2 ui RNaseA (10 mg/ml) and 2 uL RNaseTl (290 uL/ml was 
added to all rudiments. The rudiments were incubated for 1.5 hours at 30 degrees Celsius 
Afterwards the RNasen were denatured by adding 5 u-L Proteinase K (20 mg/ml) and 10 
uL 20% SDS and incubated for 30 min at 37 degrees Celsius. The dsRNA was purified 
using phenol extraction and precipitated with ethanol. The tried pellet was taken up in 1 5 
uL TE-buffer, pH 6.5. v 



Test System with human cell nucleus extract 



While using the HeLaScribe Nuclear Extract in vitro transcription kit of the firm 
Promega the transcription efficiency of the DNA fragment mentioned above ("positive 
control DNA") was determined in the presence of both single stranded 
oligoribonucleotides as well as the dsRNA. This took place by means of the radioactivity 
ot the GTP used as a substrate incorporated into the "run off transcripts. The separation 
of the free GTP of the transcript created was made by gel electrophoresis. The analysis of 
the gel occurred with the help of a radioactivity detector (instant imager). 

Result and Conclusion 

A clear decrease in the amount on the transcript in the presence on dsRNA was seen in 
comparison to the control rudiment with RNA as well as to the rudiments with single 
stranded RNA. The effectiveness of the dsRNA could be reached even with the addition 
of small amounts (approximately 1 uL) The inhibiting effect of single stranded ami sense 
RNA could not be proven m this system as the inhibition takes place on the level of the 
translation. The transcription was examined here. The hereby first time reduction in a 
human cell of the transcript amount of a gene in the presence of dsRNA clearly shows an 
inhibition of the expression of the corresponding gene. This effect can be lead back to a 
new mechanism contingent on dsRNA. 
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Die Herren Dr. Roland K r e u t z e r in Weidenberg/Deutschland und Dr. Stefan 
L i m m e r in Bayreuth/Deutschland haben eine Patentanmeldung unter der Be- 
zeichnung 

"Verfahren und Medikament zur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Gens" 

am 24. November 1999 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht und 
erklart, daG sie dafur die Innere Prioritat der Anmeldung in der Bundesrepublik 
Deutschiand vom 30. Januar 1999, Aktenzeichen 199 03 713.2, in Anspruch neh- 
men. 

Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprungli- 
chen Unterlage dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt voriaufig die Symbole 
C 12 N und A 61 K der International Patentklassifikation erhalten. 



Miinchen, den 11. Mai 2000 



Deutsches Patent- und Markenamt 



Der President 




Im Auftrag 



Aktenzeichen: 199 56 568.6 



Weihmayv 




Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Medikament mit mindestena einem 
Oligoribonukleotid (dsRNA) mit doppelatr&giger Struktur zur 
5 Hemming der Expression einea 2ielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA zumindest abachnittsweise kompleroentar zum Zielgen ist. 
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Verfahren und Madikament zur Hemmung der Expression eines 
vorgegebenan Gens 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren nach dem Oberbegrif f des 
5 Ansprucha 1. Sie betrifft ferner ein Medikament und eine Ver- 
wendung doppelstrangiger Oligoribonukleotide . 

Ein solchea Verfahren ist aus der '-nachverof fentlichten WO 
99/32619 bekannt. Das bekannte Verfahren zielt auf die Hem- 

10 mung der Expression von Geneji in zellen von Invertebraten ab. 
Dazu iat es erf orderlich, dafi das doppelstrangige Oligoribo- 
nukleotid eine zum Zielgen identische Saquenz mit einer Lange 
von mindestens 50 Baaen aufweist. Zur Erzielung einer effizi- 
enten Heiranung ist eine Lange der identischen Sequenz von 300 

15 bis 1000 Basenpaare erforderlich. Der Herstellungsaufwand ei- 
nes solchen Oligoribonukleotids ist hoch. 

Die DE 196 31 919 C2 beachreibt eine Anti-Sinn-RNA mit beson- 
deren Sekundarstrukturen, wobei die Anti-Sinn-RNA in Form ei- 

20 nes sie kodierenden Vektors vorliegt. Bei der Anti-Sinn-RNA 
handelt es sich um ein RNA-Molekul das komplementar zu Berei- 
chen der mRNA ist. Durch Bindung an diese Bereiche wird eine 
Heitimung der Genexpresaion bewirkt. Diese Hemmung kann insbe- 
sondere zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen, z.B. 

25 Tumorerkrankungen oder viralen Infektionen, eiifaesetzt war- 
den. - Die Anti-Sinn-RNA ntufi nachteiligerweise in einer Menge 
in die Zelle eingebracht warden, die mindestens genauso groS 
wie die Menge der mRNA ist. Die Wirksamkeit der bekannten An- 
ti-Sinn-Verfahren ist nicht besonders hoch. 

30 

Aus der US 5,712,257 ist ein Medikament bekannt, das fehlge- 
paarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und biologisch aktive 
fehlgepaarte Bruchstucke von dsRNA in Form eines ternaren 
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Komplexes mit einem oberf lachenaktiven Mittel enthalt. Did 
dabei verwendete dsRNA besteht aus synthetisch hergestellten 
Nukleinsaureeinzelstrangen ohne definierte Basensequenz . Die 
Einzelstrange gehen niche -regulare, sog. "Nicht-Watson- 
Crick" -Basenpaarungen miteinander ein, bo daS fehlgepaarte 
Doppelstrange gebildet warden. Die bekannte dsRNA dient zur 
Hemming der Vermehrung von Retroviren, wie HIV. Die Vermeh- 
rung des Virus kann gehemmt '-werden, wann nicht- 
sequenzspeziflscha dsRNA in die zellen* eingebracht wird. Bs 
kessnt dabei zu ein©* Indukticn von Interferon, wodureh die 
Virus vermehrung gehemmt werden soil. Der hemmende* Effekt bzw. 
die Wirksamkeit dieses Verfahrens ist gering. 

Aus Pire, A. et.al, NATURE, Vol. 391, pp. 806 ist as bekannt, 
dafi dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise komplementar zu 
einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms ist, die Expression 
dieses Gens mit einer hohen wirksamkeit hemmt. Es wird die 
Auffassung vertreten, daS die besondere Wirksamkeit der ver- 
wendeten dsRNA in Zellen des Fadenwurms nicht auf dem Anti- 
Sinn-Prinzip beruht, sondem moglieherweise auf katalytische 
Eigenschaften der dsRNA bzw. durch sie induzierte Enzyme zu- 
rttckzufuhren ist. - Ober die Wirksamkeit spezifischer dsRNA 
in bezug auf die Hemmung der Genexpression, insbesondere in 
Saugerzellen und humanen zellen, ist in diesem Artikel niohts 
ausgesagt . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Teehnik zu beseitigen. Es soil insbesondere ein 
moglichst effizientes Verfahren, Medikament bzw. sine mog- 
lichst effiziente Verwendung zur Herstellung eines Medika- 
ments angegeben warden, mit dem/ der eine besonders wirksame 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens bewirkbar ist. 
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Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1. 2, 33, 
34 und 66 und 67 gelSst. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben 
sich aus den Anspriichen 3 bis 32. 35 bis 65 und 68 bis 100. 

5 Nach MaSgabe der verfahrensseitigen Erfindung ist vorgesehen. 
daS der zum Zielgen komplementare Bereieh hochstens 49 auf- 
einanderfolgenden Nukleotidpaare aufweist. 

aei den erf indungsgemafien Oligoribonukleotiden handelt es 
10 sich um solche, die zumindest absehnittsweise eine definierte 
Nukleotidse<*ienz aufweiaen. Der definierte Abachnitt kann auf 
den koinpleitientaren Bereieh beschrankt sein. Es kann aber auch 
sein, dafi das doppelstrangige Oligoribonukleotid insgesamt 
eine definierte Nukleotidaequenz aufweist. 

15 

Es hat sich aberraschenderweise gezeigt, dafi bereits bei ei- 
ner Lange des komplementaren Breichs von hochstens 49- Basen- 
paaren eine wirksame Hewmung der Expression des zielgens er- 
reicht werden kann. Encsprechende Oligoribonukleotide konnen 
20 mit geringerem Herstellungsaufwand bereicgestellt werden. 

Insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr als 50 Nukleo- 
tidpaaren induziert in Saugerzellen und humanan Zellen be- 
stimmte zellulare Mechanismen, z.B. die dsRNA-abhangige Pro- 
25 tainkinase .oder das 2-5A-Systero. Das fOhrt zum Verschwinden 
des durch die eine definierte Seguenr aufweisende dsRNA ver- 
mittelten Interf erenzef f ektes. Dadurch wird die Prpteinbio- 
ayntheee in der zelle blockiert. Insbeaondere dieser Nachteil 
wird durch die vorliegende Erfindung beseitigt. 

30 

Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Kettenlange 
in die Zelle bzw. in den Zellkero gegenuber langerkettigen 
daRNAs deutlieh erleichtert. 
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Sofern dsRNA als wirkstoff benutzt wird, hat es sich als vor- 
teilhaft erwiesen, daS die dsMJA verpackt in micellare Struk- 
turen, vorzugsweise in Lipoaoman, vorliegt. Die daRNA kann 
5 gleichfalla in virale naturliche kapside oder in auf chemi- 
schem Oder enzymatischem Weg hargestellte ktinstliehe Kapside 
Oder davon abgeleitefce strukturen eingeschlossen sein. - Die 
vorgenannten Merkmale ermoglichen ein> Binsehleusen der dsRNA 
in vorgegebene zielzellen. 

10 

Nach einem weiteren Ausgeataltungsmerkmal weist die daRNA. 10 
bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaara auf. Die daRNA 
kann also langer als der zum Zielgen kornplementare Beraich 
sein. Der. konrplementare Bereich kann endstandig angeordnet 
15 oder in die dsRNA eingeschaltet sain. Bine solcha dsRNA bzw. 
ein zur Kodierung -derselben vorgesehener Vektor kflnnen syn- 
thetisch bzw. enzymatisch mit gangigen Verfahren hergestellt 
werden. 

20 Das zu hemmende Gen wird zweckmaSigerweise in eukaryontischen 
Zellen expriniert . Das Zielgen kann ana der folgenden Gruppe 
ausgewahlt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Ent- 
wicklungsgen, Priongen. Bs kann aueh in pathogenen Organi's- 
men, vorzugsweise in Plastnodien, exprimiert werden. Bs kann 

25 Bestandteil eines, vorzugsweise humanpathogenen/ virus oder 
Viroids sein. - Das vorgeschlagene Wedikament erlaubt die 
Therapie genetisch gesteuerter Krankheiten. z.B. Krebs, vira- 
ler Erkrankungen oder Morbus Alzheimer. 

30 Das Virus oder. Viroid kann auch ein tier- oder planzenpatho- 
genes virus Oder Viroid sein. In diesem Pall erlaubt das er- 
findungsgemaBe Medikament auch die Behandlung von Tier- oder 
Pflanzenkrankhei ten . 



kreuUor n*ni an3.doc 



900-3 822TS 



HaNssY3'trsKi--na 



99609T TCT6 6J++ (,Z'L\ 6661. AON' 
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Nach einem weiteren Auagestaltungamerkmal ist die dsBNA ab- 
achnittsweise doppelstrangig ausgebildet. Der komplementare 
Bereich aus zwei separaten RNA-Binzelstrangen odar aus 
5 salbstkoirplementaren Bereichen eines, vorzugaweise zirkular 
au3gebildeten. topologisch geachloasenen RNA-Einzelstrangs 
gebildet wird. 

Die Enden der dsHNAkonnen modifiziert warden, urn einem Abbau 
10 in der Zelle Oder einer Diaaoziation in die Einzelstrange 
entgegenzuwirken . Sine Diaaoziation tritt inabesondere bei 
Verwendung niedriger Konzencrationen Oder kurzer Xettenlangen 
auf. Zur besondars wirksaoten Hemming der Diaaoziation kann 
der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt des kom- 
15 plementaren Bereichs durch mindestena eine, vorzugsweise 
zwei, weitere chemiache Verkntlpfung/en erhoht werden. - Eine 
erfindungsgemSUSe dsRNA, deren Diaaoziation vermindert ist, 
weist eine habere stabilitat gegen enzymatiachen und chemi- 
schen Abbau in der Zelle bzw. im Organismus auf. 

20 

inabesondere bei Verwendung einea erfindungsgemafien Vektora 
kann der komplementare Bereich aus selbstkomplementaren Be- 
reichen einer RNA-Haarnadelschleife gebildet wird. Die Nu- 
kleotide sind im Schleifenbereich zwischen der doppelstrangi- 
25 gen Struktur zum Schutz vor Abbau zweckmafiigerweise chemisch 
modifiziert. 

Die chemiache Verknupfung wird zweckmaSigerweiae durch eine 
kovalente Oder ioniache Bindung, eine Wasserstof fbrtickenbin- 
30 dung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waala- oder Stapelungawechaelwirkungen, Oder durch Metall- 
lonenkoordination gebildet. sie kann nach einem besonders 
vorteilhaften Auagescaltungsmerkmal an mindeatens einem, vor- 
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zugsweise an beiden, Ende/n des komplementaren Bereichs her- 
gestellt warden. 

Es hat sich waiter als vorteilhaft erwiesen, da& die ehemi- 
5 ache Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbindungsgrup- 
pen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugswaise 
Poly-<oxyphosphinicooxy-l,3-propandiol)- und/oder Polyethy- 
. lenglycol-Ketten sind. Die chemisch* Verknupfung kann auch 
durch in den komplementaren Bereichen* ans telle von Purinen 

1G beautate Purinanaloga gebildet warden. Von Verfceil ist es 
fewer, daS die ehemische verknupfung durch in den komplemen- 
taren Bereiche eingefQhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. 
Sie kann auSerdem durch in den komplementaren Bereichen an- 
a telle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga 

15 gebildet werden. 

Es hat sich als zweckmaftig erwiesen, daS zur Herstellung der 
chemischen Verknilpfung mindestens eine der folgenden Gruppen 
benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugs- 

20 weise Bis-(2-chlorethyl)-amin; N-acetyl-NT - (p-glyoxyl- 
benzoyl) -cystamin; 4-Tbiouracil; Psoralen. Ferner kann die 
ehemische Verknupfung durch an den Enden des doppelstrangigen 
Bereichs angebrachte Thiophosphoryl -Gruppen gebildet werden. 
Vorzugswaise wird die ehemische Verknupfung an den Enden des 

25 doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen herge- 
stellt. 

Die ehemische Verknupfung kann zweckma&Lgerweise durch ultra- 
violettes Licht induziert werden. 

30 

Nach einer weiteren besonders vorteilhaf ten Ausgestaltung ist 
vorgesehen, daS die d9RNA an mindestens ein von einem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes Oder ein synthetisch herge- 
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stelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert Oder 
davon umgeben wird. Das Hullprotein kann'vom Polyomavirus ab- 
geleitet sein. Bs kann das Hullprotein das Virus-Protein 1 
(VP1) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des polyomavirus 
5 enthalten. - Die vorgenannten Merkmale erleichtert wesentlich 
das Einfuhren der dsRNA in die 2elle. 

I Vorzugsweise ist bei Bildung eines Kapsids Oder kapsidartigen 
Gebildes aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des 
10 Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt. Das gebildete 
Xonstrukt ist besonders stabil. 

Die dgRNA kann zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript 
des Zielgens komplementar sein.- Die zelle kann eine Verte- 
15 bratenzelle oder eine menschliche Zelle sein. 

Nach Mafigabe der Erfindung ist femer ein Medikament wit min- 
destens einem Oligoribonukleotid (dsRNA) rnit doppelstrangiger 
Struktur zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

20 vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA zumindest abschnitts- 
weise komplementar zu diesem Gen ist. - Es hat sich ttberra- 
| schend gezeigt, daS eine solche dsRNA sich als Madikament zur 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens in humanen 
Zellen eignet. Die Hemmung wird ira Vergleich zur Verwendung 

25 einzelstrangiger Oligoribonukleotide bereits bei Konzentra- 
tionen bewirkt, die um mindestens eine Grofcenordnung niedri- 
ger sind. Das erf indungsgemafie Medikament ist hoch wirksam. 
Es sind geringere Nebenwirkungen zu erwarten. 

30 Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist ein Medikament mit 
mindestens einem Vektor zur Kodierung doppelstrangiger Oligo- 
ribonukleotide (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vor- 
gegebenen Gens vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA zumin- 
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dest abschnittsweise komplementar 2u die3em Gen 1st. - Das 
vorgeechlagene Medikament weist die vorgenannten Vorteile 
auf. Durch die Verwendung eines Vektors konnen insbesondere 
Herstellungskostan eingespart werden. 

5 

Naeh einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung weist der 
komplementare Bereich hoehsteh3 49 aufeinanderfolgende Nu~ 
kleotidpaare auf. - Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, 
dafi bereita bei einer Langs das komplementaren Bereichs von 
10 hochstens 49 Basenpaaren eine effiziente Hemmung der Expres- 
sion des Zielgens erreicht werden kann. Bntsprechende Oligo- 
ribonuklaotide kdnnen mit geringerem Her'stellungsaufwand be- 
reitgestellt werden. 

15 Nach weiterer MaSgabe der Erfindung 1st eine Verwendung. dop- 
pelstrangiger Oligoribonukleofci.de zur Herstellung eines Medi- 
kaments zur Hemmung -der Expression eines vorgegebenen Gens 
vorgesehen, wobei ein Strang der dsHMA zumindest abschnitts- 
weise komplementar zu diesem Gen 1st. - Oberraschenderweise 

20 eignet sich eine solche dsHNA zur Herstellung eines Medika- 
ments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens. Bei 
einer Verwendung von dsHNA wird die Hemmung ini Vergleich zur 
>- Verwendung einzelstrangiger Oligoribonukleotide schon bei um 
eine Grofienordnung geringaren Konzentrationen bewirkt. Die 

25 erfindungsgemafie Verwendung ermoglicbt also die." Herstellung 
besonders wirksamer Medikamente. 

Nach weiterer Mafigaba der Erfindung 1st die Verwendung eines 
Vektors zur Kodierung doppelstrangiger Oligoribonukleotide 
30 (dsRNA.) zur Herstellung eines Medikaments zur Hemmung der Ex- 
pression eines vorgegebenen Gens vorgesehen, wobei ein Strang 
der dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu diesem 
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Gen ist. - Die Verwendung eines Vektors ermoglicht eine 
sonders wirksame Gentherapie. 



Hinsichtlich vorteilhafter Ausgastaltungen des Medikaments 
5 und der Verwendung wird auf die Beschreibung der vorangegan- 
genen Merkmale verwiesen. 

Au a f uhrungsba i api el: 

10 ' Mittela herkOmmlicher verfahren ist ein aus dam einzigen Se- 
quenzprotokoll ersichtlicher RMA-Einzelstrang enzymatisch 
aynthetisiert wordan. 

Femer ist der dazu komplementare HNA-Einz el Strang syntheti- 
15 siert wordan. AnscnlieSend sind der Einzelstrang und der dazu 
komplementare Einzelstrang zur dsFNA vereinigt worden. Die so 
hargeatellte dsRNA enthalt eine bestimmte DNA-Sequenz unter 
der Kontrolle des • immediate early gene '-Promo tors des Cyto- 
megalievirus . 
20 " x 

Versuchsprotokoll : 

Es wurde ein Plasmid-Vaktor konstruiert, unter dessen verwen- 
dung die benotigte dsRNA hergestellt werden konnte. Fur des- 
sen Konstruktion wurden wurden oligodesoxyribonukleoti.de als 

25 Primer fur eine Polymerase-Kettenreaktion (PCRJ verwendet, 
von denen eines die Seo^enz einer EcoRl-Schnittstelle und des 
T7-RNA-Polymerase-Proraotors (5'-GGA ATT CTA ATA CGA CTC ACT 
ATA GGG CGA TCA GAT CTC TAG AAG-3 ' ) , das andere die einer 
BamHI-Schnittstelle und des SP6-KNA-Polyraerase-Promotors (5'- 

30 GGG ATC CAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA TAC CCA TGA TCG CGT AGT 
CGA TA-3') enthielt. Darttber hinaus enthielten diese Primer 
an ihxen 3 ■ -Enden identische bzw. komplementare Bereiche zur 
kauflich erwerblichen -positive control DNA- des HeLaScribe 8 
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Nuclear Extract in vitro Tranakriptionakit ' s der Fa. Promega, 
dieauch als Matrize fur die PCR diente. Die Lange des so am- 
plifizierten DNA- Fragment es betrug 400 Basenpaare, wobet 340 
Basenpaare der "positive control DNA" entsprachen.Naeh PCR 
wurde das Produkt mit EcoRi und BamM geschnitten. Ms Klo- 
nierungsvektor fur das erhaltene PCR-Produkt diente der Vek- 
tor pUC18. Es erfolgte Transformation von E. coll XLl-blue. 
Plesmid-DNA eines ausgewahlten Klons, deren Sequenz dutch 
partielle Sequenzierung uberpruft worderi war, wurde mit EcoRI 
bzw. BamHT linearisiert und als Matrize fllr eine in vitro- 
Transkription mit SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase verwendet (Ri- 
boprobe in vitro Transcription Systems, Fa. Promega). 

Zur Hybrid! a ierung wurden 500 m1 der in Ethanol aufbewahxten 
einzelstrangigen HNA durch Zentrifugation gefallt, das ge- 
trocknete Pellet in 30 nl PIPES-Puffer (pH 6,4> in Gegenwart 
von 80 % Formamid, 400 mM NaCl und 1 mM EDTA aufgenommen, je- 
weils 15 ul der komplementftren Einzelstrange zusammengegeben 
und fur 10 min auf 85°C erhitzt. AnschlieSend wurden die An- 
satze bai 50°C uber Nacht inkubiert und auf Raumtemperatur 
abgekuhlt. Urn reine dsRNA zu erhalten, wurden die einzel- 
strangigen RNAs durch einzelstrangspezif ische RNasen abge- 
baut. Kierzu wurden zu alien Ansatzen in 300 ul Tris, pH 7,4, 
300 mM NaCl und 5 mM EDTA 1,2 ul RNaseA (10 mg/ml) und 2 ul 
RNaseTl (290 fig/ml) zugegeben. Die Ans&tze wurden 1,5 h bei 
30°C inkubiert. Danach wurden die RNasen durch Zugabe von 5 
Ml Proteinase K {20 mg/ml) und 10 *il 20% SDS und mkubation 
fur 30 min bei 37°C denaturiert. Die dsRNA wurde durch Phe- 
nol-Extraktion gereinigt und mit Ethanol gefallt. Das ge- 
trocknete Pellet wurde in 15 Ail TE-Puffer, pH 6,5 aufgenom- 



Te3t3ystem mit men3chlichem Zellkeraextrakt ; 
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Unter Verwendung des HeLaScribe* Nuclear Extract in vitro 
Transkriptionskit's der Fa. Promega wurde die Transkriptions- 
effizienz des oben angegebenen DNA-Fragments ("positive con- 
trol dna") in Gegenwart der beiden einzelstrangigen Oligori- 
5 bonukleotide sowie der dsRNA bestimmt. Dies erfolgte anhand 
der in die "run of f" -Transkripte inkorporierten Radioaktiyi- 
tat des als Subatrat verwendeten [<X ,2 P] GTP. Die Trennung des 
freien GTP vom entstandenen Transkrip't wurde mittels Gelelek- 
trophorese vorgenommen . Die Auawertung des Gels erfolgte mit 
10 Hilfe eines Radioaktivitatadetektors (Instant-Imager) . 

Ergebnia und Schluasf olgerung: 

Es zeigte sich eine deutliche Verringerung der Menge an Tran- 
skript in Gegenwart von dsRMA im Vergleich zum Konfcrollansatz 

15 ohne RNA sowie auch zu den Ansatzen mit einzelstrangiger RNA. 
Die wirksamkeit der daRNA war schon bei Zugabe von geringen 
Mengen (ca. 1 jig) zu erreichen. Der hemmende Effekt einzel- 
strangiger Antisinn-RNA ware in diesem Testsystem nicht nach- 
zuweiaen, da hierbei die inhibition auf der Ebene der Trans- 

20 lation stattfindet. Hier wurde die Transkription untersucbt. 
Die hiermit erstmals beim Menschen beobachtete Reduzierung 
der Transkript-Menge eines Gena in Gegenwart von dsRNA zeigt 
deutlich eine Heititnung der Expression des entaprechenden Gena 
an. Dieser Effekt ist auf einen neuartigen, durch die, dsRNA 

25 bedingten Mechanismus zuruckzufuhren. 



£10 B2ZT# 



U3NSSV3-M-9m--na 996091 TET6 6»+* \t-LX 6661, AON 



3 



Literatur: 

Asanuma, H., Ito, T. , Yoshida, T. , Liang. X. & Komiyama, M. 

(1999) . Photoregulation der Bildung und Dissoziation ei- 
nes DNA-Duplexes durch cis- trans-Isomerisierung einer 
' Azobenzoleinheit. Angew. Chem. Ill, 2547-2549. 

Azhayeva, E. , Azhayav, A.. Auriola, S,,, Tengvall, U. , Urtti, 
A. & Lonnberg, H. (1997). Inhibitory properties of dou- 
ble helix forming circular oligonucleotides. Nucl. Acids 
Rea. 25, 4954-4961. 

Castelli. J. , Wood, K.A. i Youle, R.J. (1998). The 2-5A sy- 
stem in viral infection and apoptosis. Biomed. Pharmaco- 
ther. 52, 386-390. 

Dolinnaya, N.G.. Blumenfield, M. , Merenkova, I., Oretskaya, 

T.S., Krynetskaya, N.P., Ivanovskaya, M.G., Vasseur, M. 
& Shabarova, Z.A. (1993). Oligonucleotide circularizati- 
on by template-directed chemical ligation. Nud. Acids 
Res. 31. 5403-5407. 

Expert-Bezancon, A.. Milet, M. & Carbon, P. (1983). Precise 
localization of several covalent RNA-RNA crosslink in 
Escherichia coli 16S RNA. Bur. J. Biochem. 136, 267-274. 

Fire, A., Xu, S., Montgomery. M.K., Kostas, S.A.,' Driver, 

S.E. & Mello, C.C. (1998). Potent and specific genetic 
interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis 
alegans. Nature 391, 806-811. 

Gao, H., Yang, M, , Patel, R. & Cook, A.P- (1995). Circulaiza- 
tion of oligonucleotides by disulfide bridge formation. 
Wucl. Acids Res. 23, 2025-2029. 



kxeuizor nou an}. doc 



H3NSSY0-WSNI--'aa 99609T UT6 6»++ Xt'-Ll 666t,AOiTJ 



13 



Gryaznov, S.M. & Letsinger, R.L. (1993). Template controlled 
coupling and recombination of oligonucleotide blocks 
containing thiophosphoryl groups. Nuc.1 . Acids Res. 21, 
1403-1408. 

Kaufman, R.J. (1999). Double-stranded RNA-activated protein 
kinase mediates virus-induced apopto9is: A new role for 
an old actor. Proc. Natl. Acad. 6ci. VSA 96, 11693- 
11695. 



Lipson, S.E. & Hearst, J.E. (1988). Psoralen cross-linking of 
ribosomal RNA. In Methods in Enzymology Anonymous pp. 
330-341. 

Liu, Z.R., Sargueil, B. & Smith, C.W. (1998). Detection of a 
novel ATP-dependent cross-linked protein at the 5 ' spli- 
ce site-oi small nuclear RNA duplex by methylene blue- 
mediated photo-cross-linking. «ol. Cell. Biol.. 18, 6910- 
€920. 

Micura, R. (1999). Cyclic oligoribonucleotides (RNA) by so- 
lid-phase synthesis. Chem. Bur. J. 5, 2077-2082. 

Skripkin, E. , Isel, C, Marquet, R. , Ehresmann, B. & Ehres- 
mann, C. (1996). Psoralen crosslinking between human im- 
munodeficiency virus type 1 RNA and' primer tRNA 3 l,ya . 
Nucl. Acids Res. 24, 509-514. 

Wang, S. & Kool, E.T. (1994). Circular RNA oligonucleotides. 
Synthesis, nucleic acid binding properties, and a compa- 
rison with circular DNAs. Nucl. Acids Res. 22, 2326- 
2333. 



kroiczer neu aiO.doe 
5T0"i BZZlt 



H3KSSV3-W9NI--Ha 



99609X TCT6 6»++ ZZ-Ll 6661. AON 



I (2ew>A9t9 } i9s)09609l.rei 



y:§AfJU0A/9866i:JNa 



14 

Wang, Z. & Rana, T.M. (1996). RNA conformation in the Tat-TAR 
complex determined by site-specific photo-cross-linking. 
Blochem. 35, 6491-6499. 

Watkins, K.P. & Agabian, N. (1991). In vivo UV cross-linking 
5 of u anRNAs that paticipate in trypanosome trana- 

splicing. Genes & Development; 5. 1859-1869. 

Wengel. J. (1999). Synthesis of 3'-C- and 4 • -C-branched oli- 
godeoxynucleotidea and the development of locked nucleic 
acid (LiNA) . Ace - Cham. Res. 32, 301-310. 

10 Zwieb, C, Ross, A., Rinke, J. , Meioke, M. & Briraacombe, R. 

(1978) . Evidence for BNA-RKA cross-link formation in 
Escherichia coli ribosomeg. Nucl. Acids Res. 5, 2705- 
2720. 

15 



KreoCAr n»u anl.doc 



HaNSSY3'M-SKI--Sa 996091 iei6 6»++ ZZ-LX 666I.AON- 



Pa tentanspruche 

1. Verfahren. zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
2ielgens in einer Zelle, wobei ain Oligoribonukleotid 
(dsKNA) mit doppelstrangiger Seruktur in die Zelle ein- 
geftihrt wird, wobei ein" Strang der dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zum zielgen ist, dadurah ge- 
kennzeiahnet , daS der zum Zielgen. komplementar© Bereich 
hochstens 49 aufeinanderf olgende Nukleotidpaare auf- 
weist. 

2. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens in einer Zelle, wobei ein Vektor zur Kodierung 
von Oligoribonukleotiden (dsBNA) mit doppelstrangiger 
Struktur zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
zielgens in die Zelle eingefuhrt wird, wobei ein Strang 
der dsRNA zuinindest abschnittsweise komplementar zum 
Zielgen ist, daduroh gekennzeiofanet , dafi der zum ziel- 
gen komplementare Bereich hechstehs 49 aufeinanderf ol- 
gende Nukleotidpaare aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die dsRNA in 
micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipoeomen, einge- 
schlossen wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die dsRNA in virale naturliche Kapside Oder in auf 
chemischem oder enzymatischem Weg hergestellte kunstli- 
che Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen wird. 
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5. Verfahren nach einera der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Ba- 
aenpaare aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das zialgen in eukaryontischen Zellen ejcprimiert 
wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahit 
1st: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwick- 
lungsgen, Priongen. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprimlert wird. 

9. Verfahren nach einera der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids 
ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus ein humanpa- 
thogenes Virus Oder Viroid ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus; oder viroid 
ein tier- oder pf lansenpathogenes Virus oder viroid 
ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden ArisprQche, wo- 
bei die dsRNA abschnittsweise doppelstrahgig ausgebil- 
det ist. 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der komplementare Bereich aus zwei separaten RNA- 
Einzelstrangen oder aus selbstkomplementaren Bereichen 
eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, topologisch 
geachlossenen RNA-Binzelstrangs gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
der komplementare Bereich aus seibstkomplementaren Be- 
reichen einer RNA-Haarnadelschleife gebildet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleotide im Schleifenbereich zwischen der doppel- 
strangigen struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modi- 
fiziert sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei die Enden der dsRNA modifiziert warden, urn einem 
Abbau in der Zeine oder einer Dissoziation in die Ein- 
zelstrahge entgegenzuwirken . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei der durch die Nukleotidpeare bewirkte Zusammenhalt 
des komplementaren Bereichs durch roindestens eine, vor- 
zugsweise zwei, weitere chemische Verkntipfung/en erhcht 
wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine Wasserstof fbruckenbindung, hy- 
drophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- 
oder stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall- 
lonenkoordination gebildet wird. 
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19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtlche, wo- 
bei die chemische verkniipfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden das koniplementaren Bereichs 
hergestellt wird. 

20. verfahren nach einem der yorhergehenden Ansprtlche, wo- 
bai die chemische Verknupfung roittels ainer Oder mehre- 
rer Verbindungagruppen gebildat vird, wobai die Verbin~ 
dungsgruppen vorzugsweise poly- <dxyphosphinicooxy-l, 3- 
propandioi)- und/oder Solyethyieftglycol-Ket&en sind. 

21. Verfahren nach ainem dar vorhargehenden Ansprtlche , . wo- 
bei die chemische verknupfung durch in den komplementa- 
ren Bereichen anstelle von Purinen benutzte Purinanalo- 
ga gebildet wird. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtlche, wo- 
bei die chemische Verknupfung durch in den komplementa- 
ren Bereicha eingeftlhrte Azabenzoleinheiten gebildet 
wird. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtlche, wo- 
bei die chemische Verknupfung durch in den komplementa- 
ren Bereichen anstelle von Nukleotiden benutzte ver- 
zweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei zur Herstellung der chemischen Verknupfung minde- 
stenes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methy- 
lenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2- 
chlorethyl) -amin; N-acetyl-N' - (p-glyoxyl-benzoyl) - 
cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 
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25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die chemische Verkniipfung durch an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs angebraehte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die chemische Verknupfung an den Enden des doppel- 
atrangigen Bereichs durch Triptflhelix-Bindungen herge- 
stellt wird. 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die dsftNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes. davon abgeleitetes Oder ein synthetisch herge- 
stelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiart 
Oder davon umgeben wird. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , wo- 
bei das HQllprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Hilllprotein das Virus-Protein 1 (VPl) und/oder 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei bei Bildung einea Kapsids oder kapsidartigen Gebil- 
des aus dem Hilllprotein die sine Seite zum Inneren des 
Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden AneprOche, wo- 
bei die dsRNA zum primaxen oder prozessierten RNA- 
Transkript des zielgens komplementar ist. 
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32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menachli- 
che Zelle ist. 

5 33. Medikament mit mindestens einem Oligoribonukleotid 
(dsRNA) rait doppelstrfingiger Struktur zur Hemmung der 
Expression einea vorgegebanen zielgens, wobei ein 
Strang der daBNA zuroindest abschnittsweise komplementar 
zum zielgen 1st. 

34. Medikament mit mindestens einem vektor zur Kodierung 
von Oligoribonukleotiden ( dsRNA) mit doppelstrangiger 
Struktur zur Hemming der Expression eines vorgegebenen 
2ielgens, wobei ein Strang der dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zum zielgen ist. 

35. Medikament nach Anspruch 33 oder 34, wobei die dsRNA 
verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
somen, vorliegt. 

36. Medikament nach Anspruch 33 oder 35, wobei die dsRNA in 
virale nattirliche Kapside oder in auf chemischem oder 
enzymatischem Wag hergestellte ktinstliche Kapside oder 
davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen ist. 

37. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 36, wobei 
dsRWA 10 bis 1000. vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare 
aufweist . 

38. Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 37, wobei 
das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 
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Medikament nach einem der Ansprilche 33 bis 38, wobei 
das zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: 
Onkogen, Cytokin-Gen, Id- Protein-Gen, Entwicklungsgen, 
Priongen. 

Medikament nach einem der Ansprilche 33 bis 39, wobei 
das zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in 
Plasmodien, exprimierbar ist. * 

Medikament nach einem der Ansprilche 33 bis 40, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Virus oder viroids ist. 

Medikament nach Anspruch 41, wobei das Virus ein hu- 
manpathoganes Virus oder Viroid ist. 

Medikament nach Anspruch 41, wobei das Virus oder Viro- 
id ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Viroid 
ist. 

Medikament nach einem der Ansprilche 33 bis 43, wobei 
die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
ist. 

Medikament nach einem der Ansprilche 33 bis 44,^ wobei 
der komplementare Bereich hochstens 49 aufeinanderfol- 
gende Nukleotidpaare aufweist. 

Medikament nach einem der Ansprilche 33 bis 45, wobei 
der komplementare Bereich aus zwei separaten RNA- 
Einzelstrangen oder aus selbstkomplementaren Bereichen 
eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, topologisch 
geschlossenen, RNA-Einzelstrangs gebildet ist. 
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Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 46. wobei der 
komplementare Bereich aus selbstkomplementaran Bereichen 
einer RNA-Haamadelschleif e gebildet ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 47, wobei. die 
Nukleotide im schleif enberaich zwischen der doppelstran- 
gigen Struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modifiziert 



Medikament nach einem der Anspniche 33 bis 48, wobei 
die Enden der dsRNA modifiziert sind, urn einem Abbau in 
der Zelle Oder * einer Dissoziation in die Einzelstrflnge 
entgegenzuwirken . 

Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 49, wobei 
der dureh die Nukleotidpaara bewirkte Zusammenhalt dea 
komplementaren Bereichs durch mindestens eine, vorzugs- 
weiBe zwei, weitere chemische Verkntipfung/en erhoht 
ist. 

Medikament nach einem der Ansprtlche 33 bis 50, wobei 
die chemieche Verknilpfung durch eine kovalente oder io- 
nische Bindung, eine Wasseratof fbrtickenbindung, hydro- 
phobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-^aals- 
oder Stapelungswechselwirkungen, Oder dutch Metal 1- 
Zonenkoordination gebildet ist. 

Medikament nach einem der Anspruche 33 bis 51, wobei 
die chemische VerknUpfung an mindestens eiriem, vorzugs- 
weise an belden, Enden des komplementaren Bereichs her- 
geatellt ist. 
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Medikament nach einem der Anaprtiche 33 bis 52, wobei 
die chemische Verknilpfung mittels ainer oder mehrerer 
verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungs- 
gruppen vorzugsweise Poly- ( oxypho3phinicooxy- 1,3- 
propandiol)- und/oder Polyethylenglyeol-Ketten sind. 

Medikament nach einem der Anaprtiche 33 bis 53, wobei 
die cheraisehe VerknQpfung durctt in den komplementaren 
Bereiehen anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga 
gebildet let. 

Medikament nach einem der Ansprtiehe 33 bis 54, wobei 
die chemische VerknQpfung durch in die komplementaren 
Bereiche eingeschaltete Azabenzoleinheiten gebildet 
ist. 

Medikament nach einem der Ansprtiehe 33 bis 55, wobei 
die chemische VerknQpfung durch in. den komplementaren 
Bereiehen anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte 
Nukleotidanaloga gebildet ist. 

Medikament nach einem der Ansprtiche 33 bis 56, wobei 
zur Harstellung der chemischen VerknQpfung mindestenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; 
bifunktionelle Gruppen. vorzugsweise" Bis- (2- 
chlorethyl) -amin; N-acetyl-N % - (p-glyoxyl -benzoyl) - 

cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

Medikament nach einem der Ansprtiche 33 bis 57, wobei 
die chemische VerknQpfung durch an den Enden des dop- 
pelstrangigen Bereich3 vorgesehene Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet ist. 
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Medikament nach einem der Ansprilche 33 bis 58. wobei 
die chemischa Verknupfung an den Enden des doppelstr&n- 
gigen Bereichs vorgesehene Tripelhelix-Bindungen aind. 

Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 59, wobei 
die dsRNA an mindaatena ein von einem Virus stammendes. 
davon abgeleitetes. Oder ein synthetisch hergestelltes 
virales Hallprotein gebunden, damit asaoziiert oder da- 
von umgeben iat. 

Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 60, wobei 
daa Hullprotein votn Polyomavirus abgeleitet 1st. 

Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 61, wobei 
das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VPl) und/odar das 
Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 62, wobei 
bei Bildung sines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inner en des Kap- 
sids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 63, wobei 
die dsRNA zum primaren oder prozessierten KNA- 
Transkript des Zielgens komplementar ist. 

Medikament nach einem der' Anspruche 33 bis 64, wobei 
die zelle eine Vertebratenzelle oder eine roenschliche 
zelle ist. 

Verwendung eines Oligoribonukleotids tdsRNA) mit dop- 
pelstrangiger Struktur zur Herstellung eines Medika- 
ments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen " 
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Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zum Zielgen ist. 

Verwendung .eines Vektors zur Kodierung Oligoribonukleo- 
tide (dsRHA) mit doppelstrangiger Struktur zur Herstel- 
lung eines Medikaments zur Hemmung der Expression eines 
vorgegebenen zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zu- 
mindest abschnittsweise komplementar zu diesem Gen ist. 

Verwendung nach Anspruch 66 Oder 67, wobei die dsRNA 
verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
somen, vorliegt. 

Verwendung nach Anspruch 66 odar 68. wobei die dsRNA in 
virale natQrliche Kapside oder in auf chemischem odar 
enzyroatischera Weg hergestellte kunstliche Kapside oder 
davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen ist. 

Verwendung nach einem der AnsprQche 66 bis 69, wobei 
dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare 
aufweist . 

Verwendung nach einem der AnsprQche 66 bis 70, wobei 
das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

Verwendung nach einem der AnsprQche 66 bis 71, wobei 
das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewflhlt ist: 
Onkogen, Cytokin-Gen, Id- Protein-Gen, Entwicklungsgen, 
Priongen. 

Verwendung nach einem der AnsprQche 66 bis 72, wobei 
das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in 
Plasmodien, exprimierbar ist. 
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74. Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 73, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Viru3 oder Viroids ist. 

75. Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder viroid ist. 

76. Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus oder viro- 
id ein tier- oder pf lanzenpathogehes Virus Oder Viroid 
ist. 

77. Verwendung nach einem der Anapruche 66 bis 76, wobei 
die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
ist. 

78. Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 77, wobei 
der kompiementSre Bereich aus zwei separaten RNA- 
Binzelstraxigen oder aus selbstkoiqplementaxen Bereichen 
eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, topologisch 
geschlossenen RNA-Einzelatrangs gebildet ist. 

79. Verwendung nach einem der 'Anspruche 66 bis 78, wobei der 
komplementare Bereich aus selbstkomplementaren Bereichen 
einer RNA-Haarnadelschleif e gebildet wird. 

80. Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 79, wobei die 
Nukleotide im Schleifenbereich zwiscben der doppelstran- 
gigen Struktur zum Schutz vor Abbau chemisch modifiziert 
sind. 

81. Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 80, wobei 
die End an der dsRNA modifiziert sind, urn einem Abbau in 
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der Zelle oder einer Dissoziation In die Einzelstrange 
entg egenzuwi rken . 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 81, wobei 
der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt des 
koiqplementaren Bereichs durch mindestens eine, vorzugs- 
weise zwei, weitere chemisehe verknupfung/ en erh6ht 
ist. o 

Verwendung nach einern der Anspriiche 66 bis 82, wobei 
die chemisehe Verknupfung durch eine kovaiente oder io- 
nische Bindung, eine Wasserstof fbruckenbindung, hydro- 
phobe wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- 
oder Stapelungswechselwirkungon, oder durch Metall- 
Ionenkoordination gebildet ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 83. wobei 
die chemisehe verknupfung an mindesten3 einem, vorzugs- 
weise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs her- 
gestellt ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 84, wobei 
die chemisehe Verknilpfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungs- 
gruppen vorzugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy- 1,3- 
propandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 85, wobei 
die chemisehe Verknupfung durch in den komplementaren 
Bereichen anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga 
gebildet ist. 
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87. Verwendung nach einem der Ansprtlche 66 bis 86, wobei 
die chemisehe Verknilpfung durch in den kotnplementaren 
Bereiche eingefuhrte Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

88. Verwendung nach einem der Ansprttche 66 bis 87, wobei 
die chemiache VerknUpfung durch in den komplementaren 
Bereichen anstelle von Nukleotiden benut2te verzweigte ■ 
Nukleotidanaloga gebildet ist. <> 

85. Verwendung nach einem der Ansprtlche 66 bis 88.. wobei 
zur Kerstellung der chemisehen Verkntlpfung mindestenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; 
bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise • Bis- (2- 
chlorethyl) -amin; N-acetyl-aT - (p-glyoxyl-benzoyl) - 

cystamin; 4-Tfaiouracil; Psoralen." 

90. Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 89, wobei 
die chemisehe Verkntlpfung durch an den Enden des dop- 
pelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet ist. 

91. Verwendung nach einem der Ansprtlche 66 bis 90, wobei 
die chemisehe VerknOpfung an den Enden des doppelstran- 
gigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt 
ist. 

92. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 91, wobei 
die dsRNA an mindestens ein von einem virus stammendes , 
davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes 
virales Hullprotein gebunden, damit assozilert oder da- 
von umgeben ist. 
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Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 92, wobei 
das HUllprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiehe 66 bis 93, wobei 
das HUllprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das 
Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthfilt. 

verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 94, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
" aus dam Hullprotein die sine Seite sum Inneren des Kap- 
sids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 95, wobei 
die dsRNA sum primaren oder prozessierten KNA- 
Transkript des zielgens kompleraentar ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 96, wobei 
die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 97, wobei 
das Medikaraent in die Blutbahn oder das Interstitium 
des zu therapierenden Organisraus injizierbar ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 66 bi* 98, wobei 
die dsRNA bzw. der sie kodierende Vektor in Bakterien 
Oder Mikroorgani.smen aufgenommen sind. 

Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 99, wobei 
der komplementare Bereich hochstens 49 aufeinanderfol- 
gende Nukleotidpaare aufweist. 
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